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摘   要 





把底物带入 20S 催化亚复合体中进行降解。许多蛋白因子，如：转录因子 C-Fos，
NF-κB，抑癌因子 p53，生长因子 cyclins 等，都是 26S 蛋白酶体的底物，因此，
26S 蛋白酶体对保持细胞内蛋白质水平的动态平衡起到了调控作用。此外，26S
蛋白酶体还参与了 DNA 修复，抗原呈递，免疫反应等生理活动。26S 蛋白酶体
在结构，组成以及亚基表达水平上的变化与细胞的生长，增殖与凋亡有着密切的
联系。 
PSMB6 是 20S 催化亚复合体中的一个具有类 Caspase 酶活的亚基，分子量




为了深入地研究 PSMB6 的细胞生物学功能，我们首先构建了 pGEX-4T-2- 
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Abstract 
 
The Ubiquitin-proteasome proteolytic pathway(UPS) is an important 
intracellular protein degradation pathway,26S proteasome plays an essential role in 
this pathway,which has proteolytic enzyme activity .26S proteasome is consist of 
many subunits,includes two subcomplex:one is 20S core particle which has catalyze 
activity,another is 19S regulate particle which can recognize ubiquitinated substrate 
and translocate the substrate into the 20S core particle for degradation.many protein 
factors such as:C-Fos,NF-Kb,p53,cyclins and so on,which are all degraded via 26S 
proteasome,so the 26S proteasome can maintain the homeostasis of the intracellular 
protein level.besides ,26S proteasome is also involved in DNA repairement,antigen 
presentation,immune response and other physiological process.so the 26S proteasome 
has great influence on cell growth,proliferation and apoptosis. 
PSMB6 is a subunit of 20S subcomplex, which has caspase-like activity，its 
molecular weight is 25kDa. In 2007,a paper from Archives of Biochemistry and 
Biophysics report that its enzyme activity is regulated in different stage of cell 
cycle,and its expression level changed in different stage of cell cycle,so we estimated 
that PSMB6 has something to do with the cell growth,proliferation and apoptosis. 
To further study the biological function of PSMB6,we constructed pGEX-4T-2- 
PSMB6 plasmid at first,and then we expressed and purified the PSMB6-GST fusion 
protein,and took it as the antigen to immune the New Zealand rabbit,then we collected 
the antiserum to purify and concentrate the PSMB6 polyclone antibody.finally we got 
high purity and concentration polyclone antibody.these research results will become 
the foundation of the further study in future. 
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1 前言 
1.1 泛素-蛋白酶体系统 








是泛素化系统；另外一个是 26S 蛋白酶体复合物。 




白酶体选择性地降解成短肽。主要过程：Ub 首先被 Ub 活化酶（ubiquitin activating 
enzymes，E1）活化，Ub 上第 76 位 Gly 与 E1 上的色氨酸 Cys 残基形成高能硫
酯键而连接在一起，然后通过转酯作用，Ub 从 E1 转移到 Ub 结合酶（ubiquitin 
conjugating enzymes，E2）上的色氨酸 Cys，活化的 Ub 再从 E2 转移到底物特异
性的 Ub 连接酶（ubiquitin ligase enzymes，E3）色氨酸 Cys 残基上，接着通过形
成底物-E3 复合物（substrate-E3 complex），使底物发生泛素化，即多个 Ub 分子
通过异肽键（isopeptide bond）结合在靶蛋白上，形成分枝状的多聚 Ub 链，并以
此作为水解信号被 26S 蛋白酶体识别，进入从而被降解[3,4]。（图 1.1） 
泛素连接酶 E3 通过调控蛋白的泛素化过程从而参与细胞内的多种生理过
程，另外很多 E3 酶除了行使泛素连接酶的作用之外，还有其他的生理功能，例
如：泛素连接酶 Mdm2 是 p53 特异的 E3 连接酶，此外该酶还是癌基因 mdm2 的
产物[5]。
现在发现的泛素连接酶 E3 主要有两大类：HECT(homologous to E6-AP 
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HECT 结构域主要功能是使泛素形成催化作用所必需的硫酯键，而 RING 结构域
为 E2 和底物提供居留位点从而使 E2 催化泛素转移到底物上[6,7]。除了这两类主
要的结构域之外，近期还发现了 U Box，PHD 和 HUL-1 结构域[8,9,10]。 
 
图 1.1 泛素降解途径简图[3] 
Fig 1.1 The protein ubiquitination and proteolytic pathway 
1.1.2 26S 蛋白酶体 
   26S 蛋白酶体是泛素降解途径中具有催化活性的多聚复合体，所有经过泛素
标记的蛋白质都要经过 26S 蛋白酶体来降解成短肽。 
   26S 蛋白酶体是一个巨大的多聚蛋白复合体，由一个 20S 催化亚复合体（CP）
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图 1.2 26S 蛋白酶体结构图[3] 
Fig.1.2 Schematic diagram of the 26S proteasome 
1.1.2.1 20S 催化亚复合体 
    20S 是一个筒状复合体，由 28 个亚基组成，形成 2 个内层的β环和 2 个外
层的α环，每个环由 7 个不同的亚基构成。7 个α亚基精确排列形成外环，并且
这 7 个α亚基保持 30%同源性。而构成β环的 7 个β亚基中有 3 个具有催化活性
的亚基分别（β1 β2 和β5），这 3 个亚基分别具有谷氨肽水解酶,胰蛋白酶和糜
蛋白酶活性，并且这三种亚基在γ干扰素的诱导下被β1i，β2i，β5i 代替，形
成免疫蛋白酶体，参与抗原呈递。这 3 种亚基的苏氨酸 N 端残基都定位在筒状
结构内部，他们的催化活性位点是 N 端的保守残基苏氨酸（Thr）,当β亚基 N
端前导肽被切除后，Thr 就被暴露出来了，这时才具有催化活性，这种结构分布
有利于阻止一些不需要的随机的蛋白质降解[11]。 
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20S 催化亚复合体的肽酶活性能在很多条件下激活，例如：当 19S 复合体，
PA28/11S REG 复合体或者 PA26 复合体与 20S 组合成 26S 时[13,14]，当有温和的
化学试剂的存在下，例如低浓度的 SDS 时，催化活性被激活[14]。如果α3 亚基
N 端残基的 9 个氨基酸残基缺失突变的话，会导致组成性的 20S 活性激活[12]。
然而，从野生型酵母中纯化的 CP 能被低浓度的 SDS 激活，而从α3 缺失突变
型酵母中纯化的 CP 则 大化的被激活，这表明野生型 CP 处于一种活性压制状
态，而所谓的 CP 活化 可能是底物更容易地进入 20S 内部。 
1.1.2.2 19S 调节亚复合体 
19S 调节亚复合体至少由 20 个亚基组成，包含两个亚结构，分别是“盖子”




[17,18]。“基底部”由 6 个具有 ATPase 酶活性的亚基（S7/Rpt1，S4/Rpt2，S6b/Rpt3，
S10b/Rpt4，S6a/Rpt5，S8/Rpt6）和 3 个 non-ATPase（S1/Rpn2，S2/Rpn1，S5a/Rpn13）
酶活性的亚基组成[19]，而且有研究认为 Rpn13 不是一个正常的亚基，它能与 Rpn2
发生动态的相互作用[20,21]。ATPase 亚基不仅仅是依赖于 ATP 水解释放能量导致
底物去折叠所必须的，也是 Rpt2 和 Rpt5 的 C 端导致α环打开，让底物进入 CP
所必须的亚基[22,23]。基底部的 3 个亚基 Rpn1，Rpn13 和 Rpt5 位于盖子和基底部
连接面上，直接或间接地捕捉泛素化的蛋白。 
19S RP 的主要功能是调节蛋白酶体的活性，选择底物，对底物的去泛素化，
转移底物蛋白质到 CP 中去，另外也可能有改变 CP 降解产物的性质的功能[3]。
19S 调节亚复合体能够结合到 20S 复合体的任何一端形成 26S（RP1CP）复合体，
也可以 2 个 19S 调节亚复合体同时结合到 20S 的两端形成 30S(RP2CP)复合体,这
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                    图 1.3 30S 蛋白酶体结构图[25] 
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